
 

 کرمان   ی درمان  و   ی بهداشت   خدمات   و   ی پزشک   علوم   دانشگاه 

 ی راپزشک ی پ   دانشکده 

 خون   انتقال  علوم  و   ی شگاه یآزما   شناسی خون  ارشد   ی کارشناس   مقطع   نامه پایان 

 عنوان 

  ی د یی لو یم   یلوسم   ی سرطان   سلول   رده   ر ی تکث  و  رشد   بر   ی پلاکت   های میکروپارتیکل   اثر   ی بررس 

 (K562)  مزمن 

 توسط 

 کروش ین   فریبا 

 راهنما  استاد

 مردانی   هاجر   دکتر 

 مشاور  استاد

 نژاد   فارسی   علیرضا   دکتر   میرزایی،   الله روح   دکتر 

 ( 1400 آبان )  یلی تحص سال 



 133:  شماره پایان نامه

  



 

Kerman University 

of Medical Science 

Faculty of ParaMedical 

In Partial Fulfilment of the Requirements for The Degree MSc 

Title: 

Investigation of the effect of Platelet microparticles on the growth and 

proliferation of chronic myeloid leukemia cell line (K562) 

By: 

Fariba Nikravesh 

Supervisor : 

Dr. Hajar Mardani valandani 

Co-Supervisor : 

Dr. Rohollah Mirzaei, Dr Alireza Farsi nejad 



(October 2021) 

Thesis No:133 

  



 فهرست عناوین 

 

 1.................................................................................................. فصل اول  . 1

 2 ......................................................... بیان مسئله و اهمیت موضوع  1.1

 CML ................................................................ 2لوسمی میلوییدی مزمن  1.1.1

 4 ............................................................................. ها میکرووزیکول  2.1.1

 9 ....................................................................... میکروپارتیکل پلاکتی  1.1.3

 12 .................................................................. ضرورت و اهمیت پژوهش  1.1.4

 12 ................................................................................ اهداف  1.2

 12 ......................................................................... هدف کلی پژوهش  1.2.1

 13 ...................................................................... اهداف جزئی پژوهش  1.2.2

 13 ................................................................... اهداف کاربردی پژوهش  1.2.3

 13 ................................................................ فرضیات یا سؤالات پژوهش  1.2.4

 14...........................................................................................  فصل دوم  . 2

 15 ................................................................................ مقدمه  2.1

 15 ....................................................................... پیشینه پژوهش  2.2

 18........................................................................................ ...  سوم   فصل  . 3

 19 ........................................................................... مواد و لوازم  3.1



 19 ................................................................. های مورداستفاده دستگاه  3.1.1

 20 .......................................................................... مواد مورداستفاده  3.1.2

 22 .......................................................................... نوع مطالعه:  3.2

 22 ..................................................... شده های انجام ها و تکنیک روش  3.3

 23 .................................................................ا ه سازی محلول آماده  3.4

 RPMI-1640 ............................................................ 23تهیه محیط کشت   3.4.1

 23 ................................................... جداسازی میکروپارتیکل از پلاکت  3.5

 23 ............................ شده آوری های پلاکتی جمع تعیین اندازه میکروپارتیکل  3.6

 24 ........................ های جداشده از پلاکت بررسی مارکر سطحی میکروپارتیکل  3.7

 24 ............................................ های پلاکتی تعیین غلظت میکروپارتیکل  3.8

 24 ......................................................................... کشت سلولی  3.9

 26 ................................................................................... روش کار  3.9.1

 26 .......................................................................... تیمار سلولی  3.10

 27 ............................. ها با آزمون دفع رنگ تریپان بلو مانی سلول بررسی زنده  3.11

 27 .................................................................................. روش کار 3.11.1

تی های پلاک پس از تیمار با میکروپارتیکل   K562های  در سلول   Proliferationبررسی میزان   3.12

 28 

 28 .................................................................................. روش کار 3.12.1



 MTT .............................................. 28لیت متابولیک با روش  بررسی فعا  3.13

 28 .................................................................................. روش کار 3.13.1

 29 ........................................................................ بررسی آپوپتوز  3.14

 30 .................................................................................. روش کار 3.14.1

 30 ................................................................. ه سلولی بررسی چرخ  3.15

 Quantitive Real Time PCR: ....................................... 31بررسی بیان ژن با   3.16

 RNA ....................................................................... 32استخراج   3.17

 32 .................................................................................. ار روش ک 3.17.1

 32 ......................................... شده استخراج   RNAتعیین خلوص و غلظت   3.18

 33 .................................................................................. روش کار 3.18.1

 33 ................................................... شده استخراج   RNAیت  کنترل کیف  3.19

روش کار  .............................................................................................................. 3.19.1

 33 

 cDNA .......................................................................... 34سنتز   20.3

 34 ................................................................................ کار روش       1.20.3

 35 ........................................................................ طراحی پرایمر  3.21

 36 .................................................................... سازی پرایمر آماده  3.22

 Real Time PCR .................................................. 36تکثیر با استفاده از   3.23



 36 .................................................................................. روش کار 3.23.1

 38 ............................................................ وتحلیل آماری روش تجزیه  3.24

 38 ........................................................... مکان و زمان انجام مطالعه  3.25

 38 .............................................................. ها مشکلات و محدودیت  3.26

 40........................................................................................... چهارم   فصل  . 4

 41 .................................................................................. نتایج  4.1

 DLS ..................................... 41های پلاکتی با روش  میکروپارتیکل تعیین اندازه   4.1.1

 42 .......های جداشده حضور مارکرهای سطحی خاص رده پلاکتی بر سطح میکروپارتیکل  4.1.2

 K562 ................................................................ 44های  مرفولوژی سلول  3.1.4

 45 بعد از تیمار با میکروپارتیکل پلاکتی به روش دفع رنگ تریپان بلو   K562مانی سلول  زنده  4.1.4

پس از تیمار با    MTTبا استفاده از آزمون رنگ سنجی    K562کاهش فعالیت متابولیک سلول   5.1.4

 46 ..................................................................................... میکروپارتیکل پلاکتی 

 48های پلاکتی پس از تیمار با میکروپارتیکل   K562های  در سلول   Proliferationکاهش میزان   4.1.6

 50 .............. های پلاکتی توسط میکروپارتیکل   K562های  بررسی القای آپوپتوز در سلول  4.1.7

 50 .. های پلاکتی پس از تیمار با میکروپارتیکل   K562های  ی سلولی در سلول بررسی چرخه  4.1.8

پس از تیمار با    K562های  های مرتبط با تکثیر سلولی و آپوپتوز در سلول تغییر بیان ژن  4.1.9

 51 ................................................................................ های پلاکتی میکروپارتیکل 

 56 ........................................................................................... فصل پنجم  5



 57 .................................................................................. بحث  1.5

 61 ........................................................................... گیری نتیجه  5.2

 61 ........................................................................... پیشنهادات  5.3

 

 

 

  



 فهرست جداول

 

 7 .................................................................................................. ها: انواع میکرو وزیکول1-1جدول 

 19 ......................................................... های مورداستفاده جهت انجام آزمایش: مربوط به دستگاه1-3جدول 

 20 ........................................................... : جدول مربوط به مواد مورداستفاده جهت انجام آزمایش 2-3جدول 

 K562 ....................................................................... 25ی سلولی لوسمی میلوییدی مزمن : رده 3-3جدول 

 34 ........................................................................................................................... 4-3جدول 

 35 ........................................................................................................................... 5-3جدول 

 35 .................................................................................................................. : پرایمر 6-3جدول 

 REAL-TIME PCR ............ 37نهایی برای انجام  MASTER MIXجهت تهیه  AMPLIQON: دستورالعمل شرکت 7-3جدول 

 REAL TIME PCR ................................................................. 37: نحوه تهیه مسترمیکس واکنش 8-3جدول 

 REAL TIME PCR ......................................................... 38: برنامه زمانی مورداستفاده برای واکنش 9-3جدول 

 

  



 فهرست اشکال

 

 33 .................................................. با دستگاه نانودارپ RNAی حاصل از بررسی کمیت نمونه : نتیجه1-3شکل 

 34 ................................................... شدهاستخراج RNAدال بر کیفیت  5S,18S,28S: حضور باندهای  2-3شکل 

 42 ................... های پلاکتیهای موجود در سوسپانسیون حاوی میکروپارتیکل: نتایج مربوط به سایز پارتیکل1-4شکل 

بررسی خصوصیات ایمونوفنوتایپی  بررسی خصوصیات ایمونوفنوتایپی میکروپارتیکل¬های جدا شده از کیسه پلاکت. : 2-4شکل 

 :FITC (FL1) ،Cایزوتایپ کنترل¬  :Bها پراکندگی سایز و گرانولیتی پارتیکل :Aهای جدا شده از کیسه پلاکت. میکروپارتیکل

مارکر تایید کننده  2به میزان زیاد که این   CD42Bژن بیان آنتی :Eو  CD61بیان بالای آنتی ژن  :PE (FL2) .Dایزوتایپ کنترل 

( متصل به آنتی  FITC, PEهای )فنوتیپ پلاکتی بودند. در نمودارهای فوق، محورهای افقی نمایانگر میزان رنگ کنژوگه

بیانگر  RN2و  RN1دهد. خطوط ها را نشان می باشد. محورهای عمودی تعداد میکروپارتیکلهای مورد نظر می دی با

.دار شده با مواد فلورسنت مختلف شناسایی شده اندهای نشانهای واجد مارکر ارزیابی است که توسط آنتی بادی پارتیکل

 ................................................................................................................................ 43 

 44 ............................................ با میکروسکوب در بزرگنمایی های مختلف  K562 مرفولوژی سلول های :3-4شکل 

 

  



 نمودار   فهرست 

 

 TC .................................................................................................... 31: نمودار و مقدار 1-3نمودار 

به روش دفع رنگ   K562های مانی سلولساعت بر زنده  48های مختلف طی های پلاکتی در غلظت : اثر میکروپارتیکل 1-4نمودار 

 45 ..................................................................................................................... تریپان بلو 

به روش دفع رنگ   K562های مانی سلولساعت بر زنده  72های مختلف طی های پلاکتی در غلظت : اثر میکروپارتیکل2-4نمودار 

 46 ..................................................................................................................... تریپان بلو 

های مختلف از  ساعته غلظت 48در تیمار  K562های های پلاکتی بر فعالیت متابولیک سلولمیکروپارتیکلاثر   : 3-4نمودار 

 47 .................................................................................................. های پلاکتیمیکروپارتیکل

های مختلف از  ساعته در غلظت 72در تیمار  K562 هایهای پلاکتی بر فعالیت متابولیک سلولاثر میکروپارتیکل :4-4نمودار 

 48 .................................................................................................. های پلاکتیمیکروپارتیکل

های مختلف از  ساعته غلظت  48در تیمار  K562های سلول PROLIFERATIONهای پلاکتی بر میزان اثر میکروپارتیکل : 5-4نمودار 

 49 .................................................................................................. های پلاکتیمیکروپارتیکل

های مختلف  ساعته در غلظت  72در تیمار  K562های لسلو  PROLIFERATIONهای پلاکتی بر میزان اثر میکروپارتیکل : 6-4نمودار 

 49 ............................................................................................... های پلاکتی از میکروپارتیکل

 50ساعته 48پس ازتیمار  K562های بر سلول µG/ML 400های پلاکتی در غلظت اثر سایتوتوکسیک میکروپارتیکل : 7-4نمودار 

ساعته 48پس ازتیمار  K562های بر سلول µG/ML 400پلاکتی بر الگوی سیکل سلولی در غلظت هایاثر میکروپارتیکل : 8-4نمودار 

 ................................................................................................................................ 51 

 52 ................... ساعت پس از تیمارهای مختلف 48طی  BCL-2میانگین و انحراف معیار تغییر در بیان ژن  : 9-4نمودار 

 52 .................... ساعت پس از تیمارهای مختلف 48طی   BAXمیانگین و انحراف معیار تغییر در بیان ژن  : 10-4نمودار 

 53 ..................... ساعت پس از تیمارهای مختلف 48طی  P53میانگین و انحراف معیار تغییر در بیان ژن  : 11-4نمودار 

 53 ..................... ساعت پس از تیمارهای مختلف 48طی  P21میانگین و انحراف معیار تغییر در بیان ژن  : 12-4نمودار 

 54 ............ ساعت پس از تیمارهای مختلف  48طی  CYCLIND1میانگین و انحراف معیار تغییر در بیان ژن  : 13-4نمودار 

 



 چکیده 

هدف  و    ی غشا  از  زدن   جوانه  ق یطر   از  که  هستند  یی غشا  کوچک  ی هاکول یوز  ؛هاکول یکرووزی م  : زمینه 

   مختلف  هایسلول   ییپلاسما
 
  جاد یا  هاسلول   یخارج  کی تحر   و  تی فعال  شیافزا   آپوپتوز،  مانند  یطیشرا   در  خصوصا

  خون   گردش در موجود هایمیکروپارتیکل  از درصد  90 تا   70  از ش ی ب ( PMP)  های پلاکتیمیکروپارتیکل  . شوندمی

  ها، ن ی پروتئ   ،ی سیرونو   یفاکتورها   ، یدی پ ی ل  ی هاواسطه  یحاو   هایمیکروپارتیکل   ن یا   . دهندمی  ل ی تشک  را

  اتصال   ق ی طر  از   ها  PMP.  باشند ی م  ها پلاکت   به  هی شب   یسطح   های مولکول   نی همچن   دها،ی اس  کی نوکلئ   ،یتوکندری م

  و   کنندمی  عمل   گنال ی س  دهندهانتقال   عنوان به   ها سلول   ییپلاسما  یغشا   در   شدن   ادغام  ای   و   سلول   سطح   رندهی گ  به

  تأثیر  هاسلول   انواع  بر  و   شده  جابجا   بدن   مختلف  مناطق  به  خون   ان ی جر  توسط  کوچک  اندازه  داشتن   علت   به

   که  است  سلاستم   کی هماتوپوئت   مزمن  یلوسم   ینوع(  CMLگذارند. لوسمی میلوییدی مزمن) می
 
  افراد   در  عمدتا

شمارههاکروموزوم  یرو  BCR-ABL  یهاژن   ییجابجا  علت  به  یماری ب   ن یا.  دهدمی   رخ  سال بزرگ    و   22  و  9  ی 

  ک ی هماتوپوت  ک ی پاتولوژ  طیشرا   و   نرمال   ط یشرا   در .  ردی گیم شکل    استخوان   مغز   در  ای لادلفی ف  کروموزوم   جادیا  جهی درنت 

  اعمال   باعث   تماس   ن یا   که  هستند   تماس   در   خون   ان ی جر  در   موجود   ی پلاکت   های میکروپارتیکل  با   (HSc)  ها سلاستم 

  سرطان   شرفتی پ  در  یمهم  نقش  هاپلاکت   کهیی ازآنجا.  شودمی  هاسل استم   کی هماتوپوت  یرو   بر  کیولوژ ی ب  اثرات

  ی ری گچشم   طور به  وی فراتی لوپرولی م  یهای لوسم  و  توپر   یتومورها   در   هاپلاکت   از   آزادشده  های میکروپارتیکل   و   دارند 

  های میکروپارتیکل   نکهیا  به  نظر  و  است  همراه  فی ضع  یآگهش ی پ  با  شی افزا  نیا   موارد  از   ی برخ  در  و   ابدی م  شیافزا 

  های سلول   ژن   ان ی ب  و  ری تکث   بر   ها نی پروتئ   و   دهای پ ی ل  دها، ی اس  کی نوکلئ   مانند   یباتی ترک  از   بودن   یغن   لی دل  به   یپلاکت 

  شوند، می   تومور سرکوب  ای و  شرفتی پ  باعث  و  گذاشته  تأثیر  هاسلول   ر یسا  با  هاسلول   نی ا   تعامل نی همچن   و   یسرطان

  در   ژن   ان ی ب  و  کی متابول  ت ی فعال  ر،ی تکث   بر  یپلاکت   هایمیکروپارتیکل   اثر  با  رابطه  در  تاکنون   نکهیا   به  توجه  با

  نشده   انجام   یامطالعه   مزمن  ی دیی لوی م  ی لوسم  با   مربوط   K562  لاینسل   ازجمله  یکلوسم  ساز خون   یهالاین سل

  ی لوسم  یسلول   یرده  ری تکث   و  رشد   بر  یپلاکت   هایمیکروپارتیکل  اثر   یبررس   مطالعه  نیا   انجام   از  هدف  است 



 . است  (K562) مزمن  یدیی لوی م

  وژ ی فیسانتر  مختلف  یدورها   از  استفاده  با   ،شده  یمنقض  ی پلاکت   یهاسهی ک  هی ته  از   پس   : ها روش 

  های میکروپارتیکل  ز یسا.  شد   ن یی تع  BCA  پروتئین سنجی  روش   با  هاآن   غلظت   و  هی ته   ی پلاکت   های میکروپارتیکل

  مار ی ت  از   پس .  شد  استفاده  ی تومتریفلوسا  از  هاکل ی کروپارتی م  منشأ  تأیید   ی برا.  شد  یبررس   DLS  ک ی تکن   با   جداشده 

  رنگ   دفع   آزمون   باها  ی سلول مانزنده   ،هامیکروپارتیکل   از   مختلف  های غلظت  با  K562  هایسلول   ساعته  72  و  48

  هاسلول   تعداد   شمارش   یبرا   و  شد   ی بررس  MTT  ی سنج  رنگ   آزمون   با   ک ی متابول  تی فعال  و   و فلوسایتومتری   بلو  پان یتر

  راتیی تغ  و   آپوپتوز  ی القا  ساعته  48  مار ی ت  از   پس  نی همچن .  شد   استفاده  یسلول  شمارنده   دستگاه  و   تومتری هموس  از

  ل ی دخ  هایژن   ان ی ب  ،cDNA  سنتز  و  RNA  استخراج  از  پس.  گرفت  قرار  یاب یارز   مورد  یتومتریفلوسا  با  یسلول   یچرخه 

 . شد ی ابی ارز Real time PCR کی تکن  با ( BAX,BCL-2,P53,P21,CYCLIND1)  ی سلول  آپوپتوز و  ری تکث  در

  درستیبه  هامیکروپارتیکل  یجداساز   که  داد  نشان   هامیکروپارتیکل  یسطح   یمارکرها  و  زی سا  یبررس  : ها افته ی 

  و   رشد  یپلاکت   هایمیکروپارتیکل  که  بود  آن   از   یحاک  MTT  آزمون   و  یسلول  شمارش  از  حاصل  جینتا.  بود  شدهانجام 

  P53,P21  های ژن   ان ی ب  در  شی افزا  دهندهنشان   ژن   ان ی ب  ی بررس  جی نتا.  دهدمی   کاهش   K562  یسلول  رده   در  را   ری تکث 

  که   داد   نشان   ی تومتریفلوسا از  حاصل   ج ینتا نی همچن .  بود  BAX  و  CYCLIND1  یهاژن   ان ی ب در  کاهش   و  BCL-2  و

 . ندارد  هاسلول  آپوپتوز  و  یسلول کلی س مختلف یفازها بر   یداریمعن  تأثیر ی پلاکت  های میکروپارتیکل

  هایمیکروپارتیکل   یی توانا  بر   یمبن   گذشته  مطالعات  از  حاصل   ج ینتا   مطالعه  ن ی ا  ی هاافته ی:  ی ر ی گ جه ی نت 

  که  دهدمی  نشان  و  کندمی تأیید   را هاسلول  نی ا  یکی متابول تی فعال م ی تنظ و  یسرطان هایسلول   با  تعامل  در یپلاکت 
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 .BAX, BCL-2, P53, P21, CCND1های ، میکروپارتیکل پلاکتی، ژن CML واژگان کلیدی: 



Abstract 

Background: Chronic myeloid leukemia (CML) is a clonal myeloproliferative disorder 

that results from a translocation between chromosomes 9 and 22 in stem cells of the bone 

marrow. The latter generates the Bcr-Abl oncogene encoding a 210 KD chimeric protein 

with tyrosine-kinase activity. This protein activates various signal-transduction cascades 

involved in cell proliferation and differentiation. Platelet microparticles (MPs) represent 

the most abundant MPs subtype in the circulation, and can mediate intercellular 

communication through delivery of bioactives molecules, such as cytokines, proteins, lipids 

and RNAs. The aim of this study was to investigate the effect of microparticles on growth, 

proliferation, apoptosis and also the expression of p53, P21, CCND 1, BAX, BCL-2 genes in 

chronic myeloid leukemia cell line (K 562). 

Methods: Platelet microparticles were prepared by centrifuging platelet bags at 

different speeds, and their concentration was determined by BCA assay. In order to confirm 

PMPs, DLS technique, Scanning electron microscope and flowcytometry were used for 

determining the size, Morphology of PMPs, and their immunophenotype. Then K 562 cell 

line was treated with microparticles and cell proliferation was measured by MTT assay and 

cell cycle evaluation. quantitative gene expression of BAX, BCL-2, CCND1, P53 and P21 was 

performed by real-time PCR. Finally, induction of cell apoptosis was examined by flow 

cytometry. 

Results: DLS technique, Scanning electron microscope and flowcytometry confirmed 

isolation of PMPs. The results of this study showed that platelet microparticles reduce 

growth and proliferation in K562 cell line but do not have a significant effect on cellular 

apoptosis. Real-time PCR results showed an increase in P53, P 21, BCL-2 genes and a 

decrease in BAX and CCND 1 gene expression. 

Conclusion: This study showed that platelet microparticles have the ability to regulate 

the biological activities of cancer cells so they can be considered as new therapeutic targets. 

Keywords: cml, p53, P21, CCND 1, BAX, BCL-2 
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